LE 238807) 


a 物 学 研究 1996, 17 (3); 295—299 CN 53-1040 /Q ISSN 0254-3853 


Zoological Research 


源 真 核 生物 蓝 [ 氏 贾 第 虫 核 分 裂 的 初步 观察 ” 


wA g BRS PR 
ana rT A 北京 100054) 
(+ * PARSER AeA OS Se Rees EH 650223) 
LO Se 2 
A RE ”页 第 虫 属于 源 真 核 生 物 (Archezoa》 PHRMA, BAA 最 钨 等 的 真 核 生 
ty, ALEK Bo (Giardia lamba) 的 核 分 裂 作 了 初步 的 电镜 观察 ， 未 能 在 分 烈 
着 的 核 中 见 到 纺锤 体 或 纺锤 体 微 管 ， 以 0.1 一 20 jg/ ml 浓度 的 秋水 仙 素 作 实 验 ， 其 核 分 裂 也 不 
受阻 抑 。 以 抗 微 管 蛋白 的 多 抗 作 免 疫 莹 光 检 查 ， 也 未 见 分 裂 着 的 核 中 有 被 管 蛋白 。 这 似乎 意味 
着 其 核 分 裂 方 式 乃 是 前 有 丝 分 裂 性 质 的 。 对 此 进行 了 讨论 。 


关键 词 AAS See a Rn eee anim: BOR AB, E ane 


随 着 原生 生物 细胞 生物 学 与 分 子 生 物 学 研究 的 发 展 ，80 2 FR DR Ae A FSA 
个 特别 原始 的 大 类 群 一 一 源 真 核 生物 〈Archezoa， 和 希腊 文字 头 arche 为 “开端 的 > 之 意 ) 
(Cavalier-Smith, 1987, 1989)， 它 们 没有 线粒体 及 典型 的 高 尔 基 氏 器 ， 核 糖 体 也 仍然 跟 原 
核 生物 的 一 样 是 70S 型 。 从 rRNA 的 分 子 进化 (Sogin, 1989; 李靖 炎 ，1992) 和 细胞 核 
的 特性 看 (李靖 人 火 ，1996)， 双 滴 虫 类 又 是 源 真 核 生物 中 最 原始 的 。 此 点 在 研究 双 滴 虫 类 
的 核 分 裂 、 认 识 有 丝 分 裂 的 起 源 和 演化 上 将 是 极其 重要 的 。 但 是 在 文献 上 ， 有 关 双 滴 虫 类 
的 核 分 裂 研 究 ， 过 去 几乎 都 是 在 光学 显微镜 下 完成 的 。 由 于 双 滴 虫 类 的 细胞 核 微小 ， 其 研 
究 的 精确 性 是 可 疑 的 。 

我 们 以 纯 培养 的 蓝 氏 页 第 虫 的 滋养 体 作 为 双 泣 虫 类 的 代表 ， 对 其 核 分 裂 过 程 进行 了 初 
步 的 常规 电镜 检查 和 免疫 菊 光 显微镜 检查 。 蓝 氏 贾 第 虫 有 两 个 细胞 核 。 每 个 枝 的 体积 尚 不 
Æ 0.5 wm。 在 这 种 情况 下 ， 不 作 电镜 观察 ， 而 只 赁 光学 显微镜 的 检验 ， 显 热 是 和 弄 不 清 问 
题 的 。 因 此 ， 必 须 进 行 电镜 观察 。 此 外 ， 我 们 还 配合 作 了 其 他 的 检验 。 


1 材料 与 方法 


蓝 氏 页 第 虫 SICH / 89/ BTMRI(CC2) 株 ， 按 前 人 介绍 的 方法 〈 祝 虹 等 ，1992) 将 保 
ATiIRAARD RAH (Giardia lamblia) 纯 培 养 洲 养 体 复苏 ， 用 改良 的 TY1-S-33 培养 基 
连续 传代 。 不 采用 “ 冰 座 鞭 ” 收 集 虫 体 ， 而 采用 常温 下 用 为 振荡 培养 管 ， 使 贝 体 从 管 壁 脱 
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落 ， 再 离心 收集 虫 体 。 

电镜 观察 : 按 常 规 用 成 二 醛 与 铁 酸 作 双 固定 ，Epon812 aH, BRO, Rad 
Fr eR, 

FAR R BE Phe IRE SY BK a {LL HR RE SAS oh Be RA a) 

贾 第 虫 组 : 取 7 小管 (4ml》 处 于 对 数 生 长 期 的 机 第 虫 ， 加 入 已 过 滤 除 菌 的 秋水 仙 
HK, HISAR PH KAKIURARED BAO. 0.1. 05. 1. 5, 10 F20 pg/ml, 8 37C 
恒温 箱 中 培养 12 一 13 hb， 取出 观察 其 生长 情况 。 观 察 后 更 换 预 热 至 37 世 的 新 鲜 培 养 基 ， 
继续 培养 ， 每 半 小 时 观察 一 次 生长 情况 ， 共 观察 2 一 3 ho 

对 照 组 ,, 取 两 瓶 传 代 后 处 于 对 数 生长 期 的 Hela 细胞 ， 一 翘 不 加 秋水 仙 素 ， 另 一 瓶 加 
AA (UEERAR EH 0.1 ug/ml, 10h 后 观察 其 生长 情况 。 然 后 换取 新 液 ， 放 人 
37 已 培养 箱 中 培养 ， 继 续 观 察 其 生长 情 议 。 

贾 第 虫 分 裂 期 核 内 微 管 蛋白 的 间接 免疫 荧光 检查 : 

贾 第 虫 与 一 抗 ( 免 抗 ，1 ; 3 稀释 ) 和 二 抗 《〈 羊 抗 免 IgG，1 : 10 稀释 ) 结合 后 ， 在 
OLYMPUS 荧光 显微镜 下 观察 。 为 了 进一步 确认 抗 微 管 蛋白 抗体 的 活性 ， 同 时 以 同步 化 
的 Hela 细胞 作为 对 照 。 


2 结 果 


21 电镜 观察 

页 第 虫 的 核 分 裂 与 其 他 许多 原生 赃物 的 相似 ， 都 是 核 被 虎 始 终 存 在 ， 核 变 长 ， 中 部 
柬 ， 最 后 拉 成 两 个 。 图 1，A 一 C 大 体 上 可 以 代表 其 核 分 裂 过 程 的 儿 个 阶段 。 最 后 页 第 虫 
的 大 小 相等 、 性 质 相同 的 两 个 核 分 裂 成 4 个 细胞 核 (图 1: DD. 

页 第 虫 核 分 裂 的 重大 特点 之 一 是 无 浓 聚 的 典型 中 期 梨 色 体 出 现 。 此 点 与 锥 体 虫 类 的 核 
PRA. CARR PAN TGA RENNER Lb, CORBA Pee 
此 。 

但 是 页 第 虫 核 分 裂 的 最 大 特点 可 能 是 没有 纺锤 体 的 形成 和 参与 。 我 们 始终 设 有 在 任何 
分 裂 着 的 核 中 见 到 有 纺锤 体 存在 ， 连 构成 纺锤 体 的 微 管 结构 也 未 曾 在 核 内 见 到 过 。 细 了 跑 质 
中 也 未 曾 见 到 纺锤 体 。 

2.2 秋水 仙 素 试验 

如 果 贾 第 虫 的 核 分 裂 中 真 的 没有 纺锤 体形 成 ， 则 作用 于 纺锤 体 的 秋水 仙 素 应 该 对 之 没 
有 任何 阻 抑 作用 。 

为 此 ， 我 们 用 秋水 仙 素 作 了 试验 ， 使 培养 基 中 秋水 仙 素 的 最 次 浓度 达 0.1 ve ml 至 
20 pg /A ml， 作用 12 h( 蓝 氏 贾 第 虫 的 整个 细胞 周期 长 约 15 h)。 结 果 贾 第 虫 的 分 裂 并 未 
受到 任何 阻 抑 。 与 此 同时 ， 作 为 对 照 的 Hela 细胞 的 分 裂 ， 只 要 受到 0.1 yg / ml REE 
水 仙 素 作用 ， 即 被 抑制 。 

2.3 免疫 荧光 检查 

核 分 裂 过 程 中 纺锤 体 的 有 无 还 可 以 通过 抗 微 管 蛋白 的 抗体 所 作 的 免疫 荧光 显微镜 检查 
来 加 以 检验 。 检 查 结果 表明 ， 在 迅速 繁殖 的 机 第 虫 群 体 中 ， 细 胞 质 与 粮 毛 都 呈 阳性 反应 ， 
表明 抗体 是 有 效 的 。 但 是 细胞 核 全 都 呈 阴 性 反应 ， 看 不 到 核 中 有 发 亮 的 可 以 怀疑 是 纺锤 体 
的 结构 〈 图 l: E)。 在 作为 对 照 的 分 裂 中 的 Hela 细胞 内 ， 纺 锤 体 是 呈 强 阳性 反应 的 。 
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图 1 蓝 氏 页 第 虫 核 分 裂 的 观察 


Fig.l The preliminary study on the nuctear division of the archzoan. G. lamblia 


3 讨论 


从 我 们 所 作 的 3 个 方面 的 检查 结果 看 ， 责 第 虫 在 核 分 裂 过 程 中 并 设 有 纺锤 体形 成 。 这 
意味 着 在 它们 的 核 分 裂 过 程 中 ， 子 染色 体 的 分 离 是 依靠 着 某 种 非 纺锤 体 的 机 制 来 完成 的 。 
关于 这 种 非 纺锤 体 的 子 染 色 体 分 离 机 制 的 存在 ，KuBai (1973) 在 一 种 多 蒜 毛 虫 一 一 披 发 
虫 的 核 分 裂 研究 中 ， 就 已 经 揭示 得 很 清楚 。 她 对 披 发 虫 的 核 分 裂 过 程 所 作 的 连续 超 薄 切片 
立体 复原 研究 ， 无 可 置疑 地 证 明了 ， 在 成 对 的 子 染色 体 还 没有 跟 微 管 发 生 联 系 的 阶段 ， 就 
已 经 发 生 了 子 染 色 体 的 分 离 运 动 。 这 种 分 离 只 能 归 因 于 子 染 色 体 所 联系 着 的 核 被 膜 的 生 
长 。 只 是 在 稍 晚 的 时 候 ， 子 染色 体 与 微 管 建立 起 了 联系 ， 纺 锤 体 机 制 才 得 以 发 生 作用 。 

上 述 的 非 结 锤 体 的 子 染 色 体 分 离 机 制 发 生得 更 时 ， 并 且 更 原始 。 因 为 与 原核 生物 依 千 
质 膜 的 生长 而 使 两 个 子 类 核 体 分 离开 来 的 机 制 有 着 联系 (李靖 火 ，1979)。 在 高 等 真 核 生 
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物 的 典型 有 丝 分 裂 过 程 中 ， 这 种 原始 的 分 离 机 制 或 者 已 经 完全 不 存 认 (其实 不 见得 );， 但 
是 至 少 在 很 多 原生 生物 的 核 分 裂 过 程 中 ， 两 种 分 离 机 制 就 可 能 全 部 存在 。 披 发 虫 的 事例 就 
JER A DAE, KMS FS REEDED RHE ABR SS CER, 
1979), {RA REA A ARE TE EK AS PM TO AES EAA HL lo 

按照 李靖 炎 (1979) 的 推论 、 在 最 原始 的 真 核 生物 体内 ， 很 可 能 就 公 只 存在 着 上 述 的 
非 纺 锤 体 式 的 子 染 色 体 分 离 机 制 。 贾 第 虫 的 情况 或 许 正 是 这 一 推测 的 证 实 。 若 果真 如 此 ， 
这 对 于 有 丝 分 烈 起 源 问 题 的 解决 ， 将 是 极其 重要 的 。 

Wiesehahn (1984) 已 经 指出 、 贾 第 虫 的 细胞 周期 中 已 经 有 了 M 期 、G1 期 、S 期 、 
G? 期 畦 的 分 化 。 由 此 令 估 想到 ， 贾 第 虫 也 必 有 一 个 非常 原始 的 细胞 周期 调控 机 制 。 了 解 
这 种 较为 简单 和 原始 的 调控 机 制 、 必 定 会 对 我 们 认识 高 等 真 核 生 物 极为 复杂 的 机 制 有 极其 
重要 的 价值 。 | 
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THE PRELIMINARY STUDY ON THE NUCLEAR DIVISION OF 
THE ARCHEZOAN, Giardia lamblia * 
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Abstract 


Diplomonads seem to be the most primitive archezoa. In literature, almost all the studies 
on diplomonad nuclear division were accomplished under light microscope, Considerring the 
primitiveness of diplomonad nucleus, we investigated the nuclear division of cultivated 
Giardia lamblia with routine electron—microscopy preliminarily. Nuclear envelope was found 
to be preseved during the whole division process. Spindle or spindle microtubules were never 
found within dividing nucleus or cytoplasm. No condensed metaphase chromosomes were ob- 
served, although heterochromatin could occationally be seen both in dividing nucleus and in 
interphase nucleus. 

If there is surely no spinde participating the division process, then colchcine should have 
no influence on this process. Our experiments showed that various concentrations of 
colchicine (0.1-20pg ~ ml), certainly had no effect on the cell division of Giardia. 

Immuno-—fluorescent microscopical detection was done with anti-tubulin antibody and it 
was found that no tubulin or tubulin—made structure existed in the interphase nucleus and di- 
viding nucleus, while cytoplasm and flagella gave strong positive reaction. 

The resuts described above suggested that there is no spindle formed during the nuclear 
division of Giardia. The possible significance of this phenomenon in the origin and evolution 
of mitosis was discussed. 

Key words Giardia lamblia, Nuclear division, Spindle, Tubuline, Colchicine 
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